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ABSTRACT

Objectives : In this study, we examined the estrogenic activities and anti–osteo clastogenesis effects of PCE17, a 

mixture of PE (an extract of Puerariae Flos), and CE (an extract of Citri Unshius Pericarpium). 

Methods : The estrogenic effect of PCE17, PE and CE were examined by ER-β/ERE reporter gene assay and 

proliferation assay in 293 T and MCF-7 cells. The expression of estrogen-responsive gene and protein were 

checked by Real Time-PCR (RT-PCR) and Western blotting in MCF-7 cells. Inhibitory effect of PCE17, PE and CE 

on RANKL-induced osteoclast differentiation were evaluated by TRAP staining and RT-PCR in primary osteoclast 

precursors from rat bone marrow cells. 

Results : PCE17 and PE bind to ERs (estrogen receptors) and show estrogenic activities in 293T cells. They also 

stimulated the proliferation of MCF-7 cells and increased the expression of ER response gene, pS2. Tectorigenin, 

an active ingredient of PE, shows similar estrogenic activities in MCF-7 cells. PCE17 and CE inhibited RANKL-induced 

osteoclastogenesis in rat primary osteoclast precursor cells and down-regulated the osteoclast-specific genes of 

Nfatc1, Ctsk, and Acp5. 

Conclusions : In conclusion, PCE17 may have therapeutic potential in cases of menopause and osteoporosis.1)
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Ⅰ. 서   론

폐경 여성은 호르몬 불균형과 에스트로겐 분비가 감소함에 

따라 혈관 운동 증상, 비뇨기성 위축, 골다공증, 심혈관 질환, 

심리적 불만 등 신체 전반에 걸쳐 변화를 겪는다1-2). 에스트

로겐 대체 요법은 갱년기 여성들의 일반적인 치료법이지만, 

에스트로겐의 장기간 노출은 유방암, 자궁내막암, 고혈압, 혈

전증의 위험을 증가시킬 수 있다3-5). 최근 에스트로겐 치료를 

대체하고 여성의 폐경 증상 관리를 돕기 위한 노력의 일환으로 

에스트로겐과 유사한 기능을 가지고 있는 것으로 알려진 여러 
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식물성 에스트로겐에 대한 다양한 연구가 진행되고 있다6-7). 

한의학에서 갱년기 질환은 六經辨證인 少陽經證에 해당되며 

口苦, 咽乾, 目眩, 胸脇苦滿, 寒熱往來를 주 증상으로 하고 있다. 

상용되는 한약재 중에서  갈화(葛花)는 칡의 꽃으로 이소플라

본이 풍부하며 性味가 甘凉하고 脾胃에 歸經하는 解表藥중 發

散風熱藥에 속하며, 항암 활동, 항산화 활동, 알코올 해독 작

용을 촉진하는 것으로 알려져 있다8-11). 갈화(葛花)의 대표적 

이소플라본은 tectorigenin-7-oxylosylglucoside, tectoridin 

및 tectorigenin12-13) 등이며, tectorigenin은 에스트로겐 수

용체-α(ER-α)와 에스트로겐 수용체-β(ER-β)에 결합하지만, 

호르몬 치료에 이용하는 estrdiol과 달리 ER-β와 상대적 결합 

친화력이 ER-α에 비해 상당히 높다14). 진피(陳皮)는 한국 감

귤류 과일의 일종으로 性味가 辛苦溫하고 脾肺에 歸經하는 理

氣藥에 속한다15). 본 실험적 연구에서 갈화(葛花)의 凉한 성질

과 진피(陳皮)의 溫한 성질을 통하여 寒熱往來의 발현 주증상인 

안면홍조에 대처할 수 있는 가능성을 알아보고자 하며, 또한 

두 가지 약재 모두 부수적으로 발생할 개연성을 가지고 있는 

소화 장애에 대하여 소화기관련 경락(脾)에 歸經하는 효능이 

갱년기에 나타나는 호르몬역조현상의 결과인 골다공증에 대한 

예방 효과를 알아보고자 선정하였다. 

또한, 저자의 이전 동물시험16-17)에서 안면홍조와 골다공증에 

효과적이었던 PCE17과, 갈화(葛花) 및 진피(陳皮) 각각에 대

하여 세포수준에서 에스트로겐의 활성과 파골세포 분화억제에 

대한 정확한 기전과 관여인자를 파악하고자 하였다. 이를 위해 

에스트로겐 수용체 결합과 활성모델과 RANKL 유도 파골세포 

분화 모델을 이용하여, 실험한 결과를 보고하는 바이다.       

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 

갈화(葛花-식물명 칡의 꽃봉오리 또는 막 피기 시작한 꽃, 

Puerariae Flos)는 중국산으로 (주)휴먼허브에서 구입하여 

SK 바이오랜드에서 70도, 70% 주정으로 heating mantle를 

이용하여 4시간, 2시간 2회 농축 추출하였으며 추출수율은 

25%이었다. 갈화(葛花)농축물에 덱스트린을 2:1 비율로 혼합, 

분말화 하여 PCE17 복합물 제조 시 정확한 용량과 비율을 용

이하도록 하였다. 진피(陳皮-식물명 귤나무의 열매껍질, Citri 

Unshius Pericarpium)는 국산으로 (주)휴먼허브에서 구입하

였으며 물로 1시간동안 끓인 후 농축 한 결과, 추출수율은 

27.5%이었다. 진피 농축액은 건조 분말화 하여 단독 또는 

PCE17 복합물의 제조에 사용하였다. 또한 복합물 PCE17의 

혼합비율은 이전 문헌에서 실시한 각각 한약재 내 지표성분의 

복용량 예와18-19) 본 저자의 이전 동물시험에서 확인한 복합물 

효능용량 내 혼합비율에 맞춰 갈화(葛花)추출물 분말과 진피

(陳皮)추출물 분말을 1.3:1로 혼합하였으며 SK바이오랜드(안

산)에서 제조하였다. Tectorigenin, 17β-estradiol(E2) 및 

DMSO(Dimethyl Sulfoxide)는 Sigma-Aldrich(St. Louis, 

MO, 미국)사의 제품을 사용하였다. 

2. 고성능 액체 크로마토그래피 분석 

갈화(葛花)는 tectorigenin, tectoridin, tectorigenin 7- 

Oxylosyglucoside을, 진피(陳皮)는 hesperidin을 주요 성분

으로 함유하고 있다. 본 시험에서는 사용한 PCE17, 갈화(葛

花)추출물, 진피(陳皮)추출물의 주요 성분을 분석하기 위해 

고성능 액체 크로마토그래피(HPLC)를 사용하였다. 분석 표준

품은 Sigma-Aldrich(tectorigenin, tectoridin, hesperidin)와 

Tokiwa Phytochemical(Chiba, Japan, tectorigenin 7- 

Oxylosyglucoside)에서 구입했다. 분석조건은 메탄올에 용해 후 

Agilent Proshell column(C18, 2.7 ㎛, 4.6 mm X 50 ㎜) 을 

사용하여 40℃에서 물과 아세토나이트릴을 이동상으로 사용

하였다. 자외선 검출기로는 260 ㎚(tectorigenin, tectoridin, 

tectorigenin 7-Oxylosyglucoside)와 280 nm(hesperidin)

에서 검출하였다. 그 결과 본 tectorigenin, tectoridin, 

tectorigenin 7-Oxylosyglucoside 3종에 대한 PCE17과 갈화 

(葛花) 추출물 내 총량은 73.7 ㎎/g, 134.9 ㎎/g이었으며, 

PCE17과 진피(陳皮) 추출물의 hesperidin은 57.5 ㎎/g, 

146.0 ㎎/g의 총량을 함유하였다. 

3. ER-β/ERE 293T 세포의 리포터 유전자 분석 

HEK293T(Invitrogen, USA) 세포는 10% Fetal Bovine 

Serum(FBS, Thermo Fisher Scientific, USA)을 이용하여 

24-well plates(6 ×104 cell/well)에 분주한 뒤, 다음날 5% 

charcoal-stripped FBS(Sigma-Aldrich)를 포함한 phenol, 

red-free DMEM(Thermo Fisher Scientific)으로 교체하였다. 

그 후, human ER-β 발현벡터, ERE(estrogen response 

elements)를 포함한 firefly luciferase 리포터 벡터와 Renilla 

luciferase control 리포터 벡터를 co-transfection 하였다. 

4시간 후, DMSO, PCE17(12.5, 25, 50 ㎍/㎖), 갈화(葛花, 

28 ㎍/㎖), 진피(陳皮, 22 ㎍/㎖) 또는 E2(1 ng/㎖)를 24시간 

동안 처리하였다. 리포터 유전자 활성은 Dual-Luciferase® 
reporter(DLRTM) assay system(Promega, USA)을 이용하여 

측정하였다.

4. MCF-7 세포 배양 및 에스트로겐 활성평가

MCF-7 세포는 10%, FBS를 함유한 DMEM으로 24-well 

plates(1 ×105 cell/well)에 분주하였다. 24시간 배양 후 5% 

charcoal-stripped FBS를 포함한 phenol red-free DMEM

으로 교체하였으며 PCE17(25, 50, 100 ㎍/㎖), 갈화(葛花, 

14, 28, 57 ㎍/㎖), 진피(陳皮, 11, 22, 43 ㎍/㎖), 

tectorigenin (1.25, 2.5, 5 ㎍/㎖) 또는 E2(1 ng/㎖)로 처리 

후, 5일간 배양하여 CCK-8(Cell Counting Kit-8, Dojindo 

Molecular Technologies, USA)용액을 처리하여 증가된 세

포의 개수로 에스트로겐 활성을 평가하였다. 또한 에스트로겐 

활성에 의한 특정 유전자와 단백질 발현을 확인하기 위하여 

MCF-7 세포를 24-well plates(2.5 ×105 cell/well) 또는 

6-well plates(1 ×106 cell/well)에 배양 후, 각각의 시료를 

24시간 동안 처리하고 RT-PCR과 western blot을 실시하였다. 

RT-PCR의 경우, RNeasy Mini Kit(Qiagen, USA)를 사용해 
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총 RNA를 분리하고, cDNA 합성 Kit(Phile Korea, Korea)로 

cDNA를 합성하였다. 그 후, pS2 유전자(Hs00907239_m1) 

또는 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase(GAPDH, 

Hs02758991_g1)에 대한 TaqMan probe(Thermo Fisher 

Scientific)를 사용하여 수행하였으며 데이터는 GAPDH로 보

정된 2-ΔΔCT 값과 DMSO 처리 군과 비교하여 유의차를 

분석하였다. Western blotting의 경우, lysis buffer로 세포

를 용해 후, NuPAGE® LDS 샘플 버퍼(Thermo Fisher 

Scientific)와 함께 4–15% Mini-PROTEAN® TGXTM 

Preast Protein Gels(Thermo Fisher Scientific)에 전기 영

동하였다. 전기 영동한 젤을 PVDF막으로 옮긴 후, 5% BSA 

5%, TBS 0.05% TWEEN 20을 포함한 용액을 처리하여 비 

특이적 단백이 붙는 것을 방지하였다. PVDF막은 pS2 항체

(sc-271464, Santa Cruz, USA) 또는 GAPDH 1차 항체

(sc-47724, Santa Cruz,USA)로 반응시키고 horseradish 

peroxidase가 붙어있는 2차 항체를 처리 후 Amersham 

ECL Plus Western Blotting ECL 용액(GE Healthcare 

Bio-Sciences, USA) 으로 단백질의 발현정도를 측정하였다.

5. 파골세포 배양 및 분화억제 

쥐 골수에서 추출한 파골 전구세포를 Cosmo Bio사(Tokyo, 

Japan)에서 구입하여 사용하였다. 파골 전구세포는 24-well 

plates(8×104 cells/well)에 분주한 뒤, M-CSF(10 ng/㎖)와 

RANKL(10 ng/㎖)를 이용하여 분화를 유도하였으며 PCE17 

(2.3 ㎍/㎖), 갈화(葛花, 14 ㎍/㎖), 진피(陳皮, 1.0 ㎍/㎖), 

E2(10 ng/㎖)를 동시에 처리하였다. 3일간 배양한 후, TRAP 

(tartrate-resistant acid phosphatase) 키트(MK300, 

Takara, Japan)용액으로 세포를 염색하여 현미경으로 관찰

하였다. RT-PCR의 경우, Nfatc1 유전자(Rn04280453_m1), 

Ctsk 유전자(Rn00580723_m1), Acp5 유전자(Rn00569608 

_m1) 또는 GAPDH 유전자(R01775763_g1)에 대한 TaqMan 

probe(Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 GAPDH로 보

정된 2-ΔΔCT 값과 DMSO 처리 군과 비교하여 유의차를 

분석하였다.

6. 통계분석

각각의 실험군은 3번 이상 반복 수행하였고 결과는 평균 

± 표준 편차로 나타내었다. 결과 사이의 통계적 유의성은 독

립적인 t-테스트를 사용하였으며 통계적 차이는 p < 0.05일 

때 유의적인 것으로 간주 되었다.

Ⅲ. 결   론

1. PCE17의 ER-β/ERE 리포터 유전자 활성효과

에스트로겐은 세포질 내 에스트로겐 수용체(ER)에 결합한 뒤 

에스트로겐/ER 복합체 형태로 핵 내로 이동, ERE에 결합하여 

표적 유전자 발현을 조절한다20). 따라서 PCE17이 ER과 ERE 

사이의 상호작용을 조절하는지 알아보고자, ER-β/ERE 리포터 

유전자를 이용하여 HEK293T 세포에서 루시페린의 발광정도를 

평가하였다. PCE17를 처리한 결과, ER-β/ERE 리포터 유전

자에 의한 루시페린의 발광정도는 용량의존적인 방식으로 증

가하여 50 ㎍/㎖의 농도에서 가장 높은 활성효과를 보였다. 

복합물인 PCE17에 포함된 각각의 추출물 효과를 알아보고자 

PCE17의 50 ㎍/㎖에 포함된 갈화(葛花, 28 ㎍/㎖)과 진피

(陳皮, 22 ㎍/㎖)에 대해 평가한 결과, 갈화(葛花)에서 PCE17

과 유사한 활성도를 보였으며, 진피(陳皮)는 상대적으로 갈화

(葛花)보다 낮아 PCE17의 효과는 주로 갈화(葛花)에 의한 것

으로 판단된다(Fig. 1). 

Fig. 1 Induction of the ER-β/ERE reporter gene activity in 293T 
cells. HEK293T cells were transfected with an expression vector 
for the human estrogen receptor-beta, a firefly luciferase reporter
vector for ERE, and with a Renilla luciferase control reporter vector
to correct for transfection efficiency. Cells were then treated for 
24 h with a control DMSO vehicle (-), E2 (1 ng/㎖), PCE17 (12.5,
25, 50 ㎍/㎖), PE (28 ㎍/㎖) or CE (22 ㎍/㎖), as indicated. 
Cells were lysed and assayed for luciferase activity. The results 
shown are the fold induction relative to the vehicle-treated (-) 
cells. The results are presented as the mean ± SD.

2. PCE17의 에스트로겐 활성효과

Daidzein, equol과 같은 피토에스트로겐은 에스트로겐 의

존성 MCF-7 세포 내 ER에 결합하여 세포 성장을 촉진하고 

pS2 발현을 증가 시킨다21). 또한 pS2 유전자는 에스트로겐 

반응성 대표 유전자로, PCE17이 ER에 결합 후, 일련의 신호

전달을 통하여 MCF-7 세포의 증식과 pS2 유전자발현을 유

도하는지 확인하고자 하였다. ER-β/ERE 리포터 유전자의 

활성효과가 높았던 PCE17과 갈화(葛花)의 처리는 MCF-7 

세포 증식을 크게 유도하였고(Fig. 2A), 갈화(葛花)의 주 성

분인 tectorigenin도 2.5 ㎍/㎖ 농도부터 최대효과를 보였다

(Fig. 2B). 

추가적으로 에스트로겐 반응성 유전자인 pS2의 mRNA와 

단백질의 발현을 알아보고자 RT-PCR과 western blotting을 

실시한 결과, PCE17과 갈화(葛花), tectorigenin의 처리는 

MCF-7 세포 증식결과처럼 농도 의존적으로 최대 3배까지 

증가를 확인하였다(Fig. 3A, 3B, 3C). 그러나 진피(陳皮)는 

ER-β/ERE 리포터 유전자의 활성과 달리 MCF-7 세포의 증

식에는 아무런 영향을 미치지 않았다. 
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Fig. 2 Estrogenic activity in MCF-7 cells. MCF-7 cells were treated (A) with a control DMSO vehicle (-), E2 (1 ng/㎖), PCE17 (12.5, 25, 
50 ㎍/㎖), PE (14, 28, 57 ㎍/㎖), CE (11, 22, 43 ㎍/㎖) or (B) with a control DMSO vehicle (-), E2 (1 ng/㎖), or Tec (1.25, 2.5, 5 ㎍/㎖) 
for five days. The proliferation of MCF-7 cells was then determined with a CCK-8 assay. The results shown are the absorbance at 450 ㎚
relative to the vehicle-treated (-) cells. The results are presented as the mean ± SD, and significant differences are indicated as 
compared to the vehicle-treated (-) cells, *p < 0.05.

Fig. 3 Effect of PCE17 on estrogen-responsive gene in MCF-7 cells. MCF-7 cells were treated with a control DMSO vehicle (-), E2 (1 
ng/㎖), PCE17 (12.5, 25, 50 ㎍/㎖), PE (14, 28, 57 ㎍/㎖), CE (11, 22, 43 ㎍/㎖) or Tec (1.25, 2.5, 5 ㎍/㎖) for 24 h. The expression 
level of pS2 was evaluated by (A, B) real-time PCR or (C) western blotting. The results are presented as the mean ± SD, and significant 
differences are indicated as compared to the vehicle-treated (-) cells, *p < 0.05.

3. PCE17의 파골세포 형성 억제효과

 에스트로겐 결핍으로 인해 폐경여성은 골다공증에 걸릴 

가능성이 높다22-23). 따라서 에스트로겐 활성효과가 높았던 

PCE17, 갈화(葛花), 진피(陳皮)의 RANKL 유도 파골세포 분

화억제 여부를 확인하고자, 파골세포 전구세포에 RANKL 및 

M-CSF와 공동으로 처리하였다. 3일 후,  RANKL 및M-CSF 

처리한 대조군에서는 분화된 다핵 파골세포가 관찰되었으나, 

PCE17(2.3 ㎍/㎖)와 진피(陳皮, 1.0 ㎍/㎖), 그리고 E2(10 

ng/㎖)를 처리한 경우, 다핵 파골세포로 분화가 억제되었으며 

(Fig. 4A), 갈화(葛花, 14 ㎍/㎖)는 진피(陳皮)보다 높은 농도로 

처리해야 다핵 파골세포 분화 억제에 효과를 보였다(Fig. 4B).
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Fig. 4 Inhibition of osteoclast differentiation by PCE17 in rat primary cultured cells. Primary precursor osteoclasts from rat bone marrow were
cultured with M-CSF (10 ng/㎖) and RANKL (10 ng/㎖) for three days in the presence of (A) E2 (10 ng/㎖), PCE17 (2.3 ㎍/㎖), CE (1.0 
㎍/㎖) (B) or PE (14 ㎍/㎖). The osteoclast differentiation was observed through TRAP staining (Scale bar= 200 ㎛ at A, 500 ㎛ at B).

4. PCE17의 RANKL 자극 파골세포 유도인자 억제효과

RANKL에 의해 유도된 NFATc1는 파골세포의 분화에 가장 

핵심적인 요소이다. 유도된 전사인자 NFATc1는 파골세포와 

관련된 특정 유전자들의 발현을 순차적으로 유도하며 최종적

으로 파골세포 분화를 조절하는 기능을 한다24-25). 대표적으로 

Ctsk 유전자는 뼈의 흡수역할과 관련된 효소 Cathepsin K의 

발현을 담당하며, 분화된 파골세포의 면역화학적 마커로 많이 

사용하는 TRAP 단백질의 유전자인 Acp5는 파골세포 분화에 

매우 중요하게 작용하는 것으로 알려져 있다26). 따라서 파골

세포 분화억제에 효과적이었던 PCE17과 진피(陳皮)가 이들 

유전자에 대해 미치는 효과를 확인하고자 mRNA 발현정도를 

RT-PCR 방법으로 검증하였다. RANKL 처리는 파골세포 관련 

유전자의 발현을 크게 증가시켰으나, 파골세포 분화억제 대조

군으로 사용한 E2는 NFATc1, Ctsk, Acp5의 mRNA 발현을 

상당히 억제하였다. 또한, PCE17 처리는 NFATc1, Ctsk와 

Acp5 유전자들의 발현을 농도 의존적으로 감소시켜 2.3 ㎍/㎖ 

처리 시, 가장 좋은 결과를 보였다. 다핵 파골세포 분화억제

능을 보인 진피(陳皮)도 PCE17에 비해 약한 수준이나, 3가지 

유전자들에 대해 농도 의존적으로 모두 억제효과를 보였다

(Fig. 5A, 5B, 5C).  

Fig. 5 Inhibitory effects of PCE17 on osteoclast-specific gene 
expression. Primary precursor osteoclasts from rat bone marrow 
were cultured with M-CSF (10 ng/㎖) and RANKL (10 ng/㎖) 
for three days in the presence of E2 (10 ng/㎖), PCE17 (1.2, 
2.3 ㎍/㎖) or CE (0.5, 1.0 ㎍/㎖). Relative gene expression 
levels of Nfatc1 (NFATc1), Ctsk (cathepsin K), and Acp5 (TRAP) 
were analyzed by real-time PCR. The results are presented as 
the mean ± SD, and significant differences are indicated as 
compared to the vehicle-treated (-) cells, *p < 0.05.
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Ⅳ. 고   찰

갱년기 여성의 대부분은 에스트로겐의 결핍으로 안면홍조, 

불면, 우울증 등 여러 증상이 발생되는데, 시간이 한참 지나 

인지하게 되는 골다공증은 빈번한 골절 등, 고령의 삶의 질을 

상당히 떨어뜨리며 정상적인 삶을 이어갈 수 없게 한다. 현재 

임상적으로 Bisphophonate 계열의 약제가 가장 많이 사용 

중이나27) 노령에서의 부정맥 유발, 하악골 괴사와 같은 부작

용28)과 지속적 사용 시 효능 저하29) 등이 보고되어 사용에 주

의를 요하고 있는 실정이다. 이러한 부작용으로 위험성이 적고 

효과도 좋은 천연물소재 연구가 활발하게 진행되어 우슬, 부

자/육계, 녹각, 산수유 등의 파골세포 분화조절효과와 난소적

출 동물모델에서 골다공증 억제기능이 보고된 바 있다30-33). 

본 실험적 연구 대상 한약소재의 본초학적 효능군에 입각해서 

분류하면, 갈화(葛花)는 性味가 甘凉하고 脾胃에 歸經하는 解

表藥중 發散風熱藥에 속하며, 진피(陳皮)는 性味가 辛苦溫하고 

脾肺에 歸經하는 理氣藥에 속한다. 이들의 효능을 한의학 이론

으로 해석하면, 인체의 불편한 邪氣를 소화기능을 보살피면서 

發汗을 통하여 배설하는 효능으로 설명되어질 수 있다. 구체

적으로는 인체에 불리한 조건인 邪氣를 없애주는 효율적인 방법 

중의 하나인 發汗을 통해서 인체균형을 유지시키는 기전인 陰

陽平衡에 접근하는 것이다. 본 저자는 이전 동물실험을 통하여 

안면홍조와 골다공증에 효과적이었던 PCE17과 각각의 갈화

(葛花), 진피(陳皮)에 대하여 세포수준에서 정확한 기전과 관

여인자를 파악하고자 에스트로겐 활성과 파골세포 분화억제 

모델을 이용하여 연구하였다. 여성호르몬인 에스트로겐은 세

포질의 ER에 결합하면 에스트로겐/ER 복합체형태로 핵으로 

이동하여 ERE에 작용한 다음 표적 유전자의 발현을 조절한다. 

따라서 이를 확인하기 위하여 HEK293T 세포의 ER-β/ERE 

리포터 유전자를 이용하여 PCE17과 갈화(葛花), 진피(陳皮)의 

에스트로겐 수용체 결합 활성효과를 측정한 결과, PCE17과 

갈화(葛花)는 용량 의존적으로 증가시킨 반면, 진피(陳皮)는 

상대적으로 활성이 낮았다. 또한 에스트로겐 의존성 MCF-7 

세포에서 PCE17의 세포 증식 촉진효과와 에스트로겐 반응성 

유전자 pS2의 발현 수준을 확인하였으며, 갈화(葛花)와 그 주요 

성분인 tectorigenin도 상당한 에스트로겐 활성을 보여주고 

있는데, 이는 본 저자의 이전 동물 연구결과와 일치한다. 그

러나 진피(陳皮)는 MCF-7 세포의 증식에는 아무런 영향을 

미치지 않았는데, 이는 사용한 세포들의 세포 내 ER 표발현

수준의 차이로 판단된다. 인위적 과발현 모델인 HEK293T 

세포에 비해 MCF-7 세포의 상대적 낮은 수준의 ER은 진피

(陳皮)의 세포증식 활성효과를 유발하기에 불충분했을 것으로 

판단된다. 그러나 이전의 난소절제 동물모델 연구에서 진피

(陳皮)의 효과는 PCE17과 갈화(葛花)의 효과와 비슷하여 에

스트로겐 결핍에 따른 표면온도변화를 회복시켰다. 이와 같은 

진피(陳皮)의 동물 효과는 반복적인 섭취에 의한 에스트로겐 

활성의 체내누적 효과일 수도 있다.

RANKL에 의해 유도된 NFATc1는 파골세포의 분화에 핵

심적인 전사인자로, 유도된 이후 TRAP, calcitonin 수용체, 

cathepsin K, 그리고 β3 integrin 과 같은 많은 파골세포 유

전자를 순차적으로 조절한다. Cathepsin K는 뼈의 리모델링과 

재흡수에 관여하는 단백질분해 효소이며, TRAP은 파골세포 

분화마커로 Acp5 유전자를 통하여 발현된다. 따라서, PCE17과 

갈화(葛花), 진피(陳皮)의 RANKL 유도 다핵 파골세포의 분

화억제에 대한 효과를 확인하고자 TRAP 염색법을 실시한 결과, 

PCE17과 진피(陳皮)의 처리는 파골세포 전구세포의 분화를 

상당한 수준으로 억제 하였으며, 갈화(葛花)는 진피(陳皮)에 

비해 상대적으로 높은 농도인 14 ㎍/㎖ 처리 시 골세포분화 

억제 작용을 하였다. 추가적으로 파골세포 분화 유전자, Ctsk, 

Nfatc1 및 Acp5에 대한 작용을 알아본 결과, PCE17는 2.3 

㎍/㎖ 처리 시 가장 효과가 좋았으며 진피(陳皮)도 모든 유전

자에 대해 발현수준을 억제하였다. 

한편 한의학에서 六經辨證인 少陽經證에 해당되는 갱년기

질환은 口苦, 咽乾, 目眩, 胸脇苦滿, 寒熱往來를 주 증상으로 

하고 있다. 본 실험적 연구에서 활용된 갈화(葛花)와 진피(陳

皮)의 혼합은 갈화(葛花)의 凉한 성질과 진피(陳皮)의 溫한 성

질을 통하여 寒熱往來의 발현 주증상인 안면홍조에 대처할 수 

있는 가능성을 가지고 있다. 또한 두 가지 약재 모두 부수적

으로 발생할 개연성을 가지고 있는 소화 장애에 대하여 소화

기관련 경락(脾)에 歸經하고 있다는 점에서 더욱 가능성을 높

이고 있다. 이러한 효능은 갱년기에 나타나는 호르몬역조현상의 

결과인 골다공증에 대한 예비조치로서의 가능성 역시 가지고 

있다고 설명될 수 있다.

본 실험적 연구의 결과와 한의 본초학 이론 견해의 상관성을 

살펴보면, 갈화(葛花), 진피(陳皮)는 결론적으로, PCE17은 

에스트로겐 수용체에 결합을 통하여 에스트로겐 특정 유전자 

pS2발현을 유도하고 활성작용을 하며, RANKL 유도 다핵 파

골세포의 분화억제에 대해서도 상당히 효과적임을 확인하였다. 

PCE17의 이러한 효과는 RANKL에 유도된 Nfatc1 전사인자를 

효과적으로 억제하여, 순차적으로 파골세포 관련 Ctsk와 Acp5 

유전자 발현을 하향 조절함으로써 최종적으로 파골세포생성을 

억제하는 기전을 알 수 있었다. 이와 같은 결과를 바탕으로, 

에스트로겐의 활성효과가 더 우수한 갈화(葛花)와 파골세포 

억제효과가 뛰어난 진피(陳皮)로 구성된 PCE17은 폐경 후 여

성의 에스트로겐 결핍으로 인한 다양한 증상을 완화시킬 수 

있을 것으로 기대된다.

Ⅴ. 결   론

갱년기 여성의 골다공증 완화와 예방에 효과적으로 사용될 

수 있는 기능성소재를 제시할 목적으로, 갈화(葛花), 진피(陳皮) 

각각의 추출물과 복합물인 PCE17의 에스트로겐 활성을 알아

보았다. 

또한 RANKL로 유도되는 파골세포 분화억제효과와 일련의 

억제기전을 살펴본 바, 그 결과는 다음과 같다.

1. PCE17의 처리는 ER-β/ERE 리포터 유전자에 의한 루시

페린의 발광정도를 용량 의존적으로 증가시켜 50 ㎍/㎖의 

농도에서 가장 높은 활성효과를 보였다. 갈화(葛花, 28 

㎍/㎖)처리 시 PCE17과 유사한 활성도를 보였으며, 진피 

(陳皮)는 갈화(葛花)보다 활성효과가 낮아 PCE17의 효

과는 주로 갈화(葛花)에 의한 것임을 예상할 수 있었다.
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2. ER-β/ERE 리포터 유전자의 활성효과가 높았던 PCE17

과 갈화(葛花)의 처리는 MCF-7 세포 증식을 크게 유도

하였고(Fig. 2A), 갈화(葛花)의 주요 성분인 tectorigenin

도 2.5 ㎍/㎖ 농도부터 최대효과를 보였다(Fig. 2B). 

또한 pS2의 mRNA와 단백질의 발현을 최대 3배까지 

증가시켜 PCE17과 갈화(葛花)의 에스트로겐 활성기능을 

확인하였다. 

3. RANKL 유도 파골세포 분화를 PCE17(2.3 ㎍/㎖)와 

진피(陳皮, 1.0 ㎍/㎖)를 처리한 경우, 다핵 파골세포로 

분화가 억제되었으며, 갈화(葛花, 14 ㎍/㎖)는 진피(陳

皮)보다 높은 농도를 처리해야 다핵 파골세포 분화 억제

효과를 보였다.

4. PCE17 처리는 RANKL 유도 파골세포 분화 관련 NFATc1, 

Ctsk와 Acp5 유전자들의 발현을 농도 의존적으로 감소

시켜 2.3 ㎍/㎖ 처리 시, 가장 좋은 결과를 보였다. 다핵 

파골세포 분화 억제능을 보인 진피(陳皮)도 PCE17에 

비해 약한 수준이나, 3가지 유전자들에 대해 농도 의존

적으로 모두 억제효과를 보였다
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